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【要旨】脊柱靭帯骨化の発現において耐糖能異常、特にインスリンとの関係が指摘されている。Zucker遺伝
性肥満ラット、L一グルタミン酸ナトリウム塩投与ラットならびに生理食塩水投与ラットの下肢筋層間に
recombinant　human　bone　morphogenetic　protein－2挿入を行い、インスリンが異所性骨化に与える影響を経
時的に比較検討した。その結果、Zucker遺伝性肥満ラットならびにMonosodium　Glutamate投与ラットでは
生理食塩水投与ラットより早期からの石灰化像を確認することができ、骨塩量の増加も早期から認められ
た。またHE染色でも早期からの軟骨様細胞、骨化様細胞の出現を認めた。これらの結果からr㏄ombinant
bone　morphogenetic　protein－2の骨化に対してインスリンの細胞増殖作用等が働き、早期からの骨化がなされ
たと考えられた。
はじめに
　脊柱靭帯骨化の発生機序は未だ不明な点が多いが、
これまでの種々の研究により、全身的因子としては内
分泌異常、耐糖能異常、肥満、遺伝的素因の関与が、局
所的因子としては脊椎の構造的特徴、持続的メカニカ
ルストレス、bone　morphogenetic　protein（以下BMP）
をはじめとする骨形成因子の関与が示唆されてき
た1）。
　当教室では、摂食抑制因子であるレプチンの受容体
遺伝子異常によりインスリン非依存型糖尿病に伴う
高インスリン血症を発症したZucker遺伝性肥満型
ラット（以下ZFR）を使用し、脊柱靭帯骨化の病態解
明を目的とした研究を行ってきた。この動物は脊柱靭
帯骨化症自然発生モデル動物としても知られ、脊柱靭
帯骨化の因子としてBMP、インスリン、　insulin－like
growth　factor－1（以下IGF－1）の関与を報告してき
た2『4）。しかし一方でL一グルタミン酸ナトリウム塩
（Monosodium　L－glutamate；以下MSG）を投与する
ことにより、満腹中枢である視床下部腹内側核に変性
壊死を生じさせ、レプチン抵抗性の高インスリン血症
を発症させたWistar系ラットでは、　ZFRとほぼ同様
の病態でインスリン非依存型糖尿病に伴う高インス
リン血症をきたしているにも関わらず、椎間板変性、
膨隆ならびにインスリン、インスリン受容体、IGF－1、
IGF－1受容体発現は認められず、インスリン感受性を
有する軟骨様細胞の出現が脊柱靭帯骨化には重要で
あることも報告しており5）、インスリンの異所性骨化
に与える影響は未だ明らかとはされていない。
　今回筆者はZFRと同様にレプチン抵抗性に高イン
スリン血症をきたすMSG投与ラットに着目し、
recombinant　human　bone　morphogenetic　protein－2（以
下rhBMP－2）をZFR、　MSG投与ラット、生理食塩水
投与ラットそれぞれの下肢筋層問に挿入し、BMPに
よる異所性骨化にインスリンが与える影響を経時的
に比較検討した。
研究材料および方法
1．実験使用動物
MSG投与ラットは、レプチン抵抗性に伴う高イン
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スリン血症を発症している。1969年Olney6）はし型ア
ミノ酸であるMSGを新生仔期マウスに投与し、視床
下部弓状核および視索前野の変性壊死をきたすこと
を報告した。視床下部におけるレプチン反応性の低
下、および交感神経機能低下が生じ、高レプチン血症
および高インスリン血症を呈することを報告し、ラッ
トにおいても同様の病態を呈することが知られてい
る。
　MSG投与ラットならびに対照として生理食塩水投
与ラット（以下生食投与ラット）、肥満型ZFRの3群
を使用した。MSG投与ラットは初回妊娠のwister系
ラットより分娩された新生仔ラットに、出生日より5
日間MSG（4　mg／g体重／日、和光純薬工業）を連日背
部皮下投与し、生食投与群にはMSGと同量の生理食
塩水を同様に投与した。肥満型ZFRは第5染色体上
のレプチン受容体突然変異遺伝子のヘテロ個体
（Fafa）を交配させ、ホモ個体（fafa）を生産した。各群
とも28日で完全に離乳させ、温度、湿度、照明時間を
一定の条件下で飼育した。生後4ヶ月齢以降12ヶ月齢
までのラット、各群40匹を使用した。
　2．方法
　ケタラール（lml中に塩酸ケタミンを含有57．6mg
含有：三共株式会社）とセクラタール（25ml中にキ
シラジン塩酸塩を583mg含有：バイエル株式会社）
を1：1の割合で混合し、0．6～0．7ml／kgで腹腔内注入
し、全身麻酔施行後、ラット下肢腹側筋層間にrhBMP－
2（山之内製薬株式会社より供与）5μgを含有させた
3mm立方のPolymer　Gelatin　Sponge　Complex（以下
PGS；山之内製薬株式会社より供与）を挿入した。こ
の際、rhBMP－2はChinese　hamster　ovary糸田胞で作成し
たものを使用した。rhBMP－2挿入後4日、1週、2週、
4週とし、それぞれでPGSを取り出した。
　以下の項目につき比較検討した。
　（1）空腹時血糖値、血中インスリン値、血中Insulin－
　　　like　Growth　Factor－1（以下IGF－1）値、血中レ
　　　プチン値の測定
　ジエチルエーテル吸入麻酔下に開胸後、左心室より
採血した。血糖値はグルコース脱水素酵素法（シカリ
キッドGLU、関東科学株式会社）で、インスリン値は
ELISA法（モリナガインスリン測定キット、生化学工
業株式会社）で、IGF－1値はria2抗体法（ラットIGF
キット、DSL社）で、レプチン値はria2抗体法で
（ラットレプチンRIAキット、リンコリサーチ会社）
にて測定した。採血後は使用動物下肢を4％　parafor一
maldehydeにて還流固定した。
　（2）軟X線撮影
　環流固定後、取り出したPGSに対してSonographe
DMR（GE社）を用いた軟X線撮影を行った。撮影は
23KV、10mASの一定条件下に行った。　X線透過性
（X－Rite社331）を測定し、有意差検定にはt検定を用
い、P＜005を有意差とした。
　（3）骨密度撮影
　同様に取り出したPGSに対してdual　energy　X－ray
absorptiometry（DEXA：ノーランドストラテック社）
を用い、BMDを測定し、有意差検定にはt検定を用
い、P＜0．05を有意差とした。
　（4）Hematoxylin－eosin（以下HE）染色
　骨塩量測定後、4％パラフォルムアルデヒドにて
PGSを24時間固定した。固定後、20％EDTAにて3
日間脱灰、パラフィン包埋し、4μmの連続矢状切片を
作製し、H．E染色を行なった。
　（倫理面への配慮）
　東京医科大学動物実験倫理委員会の規定に基づき
実験を施行した。
結 果
　1．空腹時血糖値、血中インスリン値、血中IGF－1
　　値、血中レプチン値の月齢変化（Fig．　D
　空腹時血糖値は、MSG投与群がいずれの月齢にお
いても軽度高値を示し、ZFR群は生食投与群に大き
な差は示さないものの、血中インスリン値は、ZFR群
は2ケ月齢より、MSG投与群は3ケ月齢より上昇を
示し、以後生食投与群より明らかな高値を示した。
　血中レプチン値はZFR、　MSG投与ラットとも1ケ
月齢以後高値であり、12ケ月齢では生食投与ラットの
約10倍の値を示した。
　血中IGF－1値は3群とも、いずれの月齢において
も、明らかな差異は認めなかった。
　2．軟X線撮影ならびにX線透過1劣則定
　各群とも1週で取り出したPGSでは明らかな石灰
化像は認めないが、ZFR群ならびにMSG群では2週
にて取り出したPGSでは明らかな石灰化像が認めら
れた（Fig．2）。2週におけるx線透過性ではMSG群
（1．35±O．6110gE）はZFR君羊（151±0．4010gE）とほぼ
同様の値を示し、生食群（2．46±0．3510gE）との有意
差を認めた（P＜O．05）。すなわちX線上の石灰化変化
をMSG群では生食群に比し、早期から確認すること
ができた（Table　l）。
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The　blood　insulin　level　in　the　MSG　group　increased，with　a　peak　at　the　age　of　4　months　old；　thereafter　it　gradually
decreased　with　age，　and　was　about　5－fold　ofthat　in　the　saline　after　the　age　of　8　months　old．　The　rats　receiving　MSG　also
showed　a　high　blood　leptin　level　of　about　10－fold　of　that　in　the　saline　group　from　the　age　of　1　month　old，　and　the　high
leptin　level　persisted　to　the　age　of　12　months　old．
ZFR MSG SaMne
1　week
2　weeks
（23kV－10mAS）
Fig．2　Soft　X－ray　radiography
　　　　Although　no　clear　calcification　was　found　at　1　week　in　each　group，　ZFR　and　MSG　groups　showed　clear　calcification　at
　　　　2　weeks．
　3．骨密度の測定
　2週にて取り出したPGSでは、　BMDではMSG群
（37．51±7．27mg／cm）、　ZFR群（30．70±5．08　mg／cm）と
生食群（7．50±4．42mg／cm）との有意差が確認された
（P＜0．05）。X線上の石灰化変化同様にMSG群では生
食群に比し、早期からのBMD上昇を確認することが
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できた（Table　2）。
　4．病理組織学的所見（HE染色）
　4日目にて生食群では炎症性細胞浸潤を認めるだけ
であるが、MSGでは骨芽細胞が出現するようになり、
島状に集籏しているものも認められた。1週では生食
群おいても骨芽細胞出現が認められたが、MSG群で
は骨芽細胞の増加だけではなく、一部には幼弱な骨細
胞を認めることができた。さらに2週にては生食群で
も骨細胞の出現を一部で確認されたが、MSG群では
全体に成熟した骨細胞を認めるようになり、骨梁に近
い層状構造も確認することができた（Fig．3）。
Table　1　X　ray　transparency
Transparency　of
　　X　ray ZFR MSG Saline
3．06±O．38　295±027　3．28±O．53
151±O．40＊　1．35±O．61＊　2．46±O．35
考 察
1　week
2　weeks
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（iog　E）
Deta　are　expressed　as　means±SD　’P〈O．05
X　ray　transparency　in　the　MSG　group　was　comparable　to
that　in　the　ZFR　group　at　2　weeks，　showing　a　significant
difference　from　that　in　the　control　group．　Namely，　the
radiographic　changes　in　calcification　could　be　detected　in
the　MSG　group　at　an　earlier　period　than　that　in　the　control
group．
Table　2　Bone　densitometry
Bone　densitometry　ZFRMSG Saline
2　weeks 30．7±5．08＊　37．5±727＊　7，50±4．20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mg／cm2）
Deta　are　expressed　as　means±SD　“P〈O．05
Significant　differences　in　BMD　between　the　saline　and
MSG　or　ZFR　groups　were　observed　at　2　weeks．　Similar
to　the　radiographic　changes　in　calcification，　the　increased
BMD　was　detected　in　the　MSG　group　in　an　earlier　period
than　that　in　the　control　group．
　脊柱靭帯骨化症は脊柱管内の主として後縦靭帯に
異所性骨化が生じ、これによる脊髄圧迫が生じ、重度
の四肢麻痺至るものもあり、厚生省特定疾患に指定さ
れている難病である。また以前より、過食、肥満、糖
代謝異常等が関与することが指摘されている。近年、
糖代謝異常との関連において病態解明がすすめられ、
骨化傾向は空腹時血糖値や、糖尿病重症度の指標であ
るヘモグロビンAlcとは有意な相関性は示さず、空腹
時インスリン値ならびにインスリン分泌反応性の充
進が強く相関していることが報告されている7）。脊柱
靭帯骨化症では全身的にも骨量が高い傾向にあるこ
とが指摘されており8）、全身的に骨形成傾向が二進し
ている可能性も示唆されている。
　（1）実験使用動物
ZFRは1961年、　Zuckerら9）によってSherman系
13C系ラットとM系黒色ラットとの交雑種13M系の
中に、突然変異として発見された動物である。第5染
1　week
2　weeks
、擬羅総麟、蟹
ZFR
’華脚熈・
蕪臨』
部落議
MSG Saline
Fig．3　Histological　features
　　　At　2　weeks，　bone　cells　were　detected　in　some　saline　rats，　whereas　they　were　found　in　all　rats　in　the　MSG　group，　which
　　　exhibited　fatty　marrow　（Hematoxylin－eosin　staining　×100）．
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色体上に摂食抑制遺伝子であるレプチンの受容体遺
伝子異常が生じ、その結果過食、肥満、高インスリン
血症を呈する。我々は以前より、ZFRが脊柱靭帯骨化
症ならびにアキレス腱の異所性石灰化を高頻度に呈
し、インスリンとの関連性を認めることを報告してき
た3・4）Q
　一方、1969年Olney6）はし型アミノ酸であるMSG
を新生仔期マウスに投与したところ、わずか数時間で
視床下部弓状核および視索前野の変性壊死をきたす
ことを報告した。古川10）立花11）らはMSG投与マウス
の視床下部における傷害部位とレプチン作用部位が
解剖学的に一致し、視床下部におけるレプチン反応性
の低下、および交感神経機能低下が生じ、高レプチン
血症および高インスリン血症を呈することを報告し
ており、ラットにおいても同様の病態を呈することが
知られている。本研究では、ZFR、　MSG投与ラットと
もに、高レプチン血症を呈し、視床下部におけるレプ
チン抵抗性に伴う高インスリン血症を発症している
という点で一致している動物を用い比較を行った。
　（2）インスリンについて
　インスリンはIGF同様に骨器官・骨芽細胞培養系
における細胞増殖やコラーゲン増殖において促進作
用を有している。インスリンはインスリンレセプ
ター、IG・FIレセプターの構造が類似しているため、相
互に結合した後、共通の基質であるIRS、　Schをリン酸
化し、さらに下流のMAPキナーゼを活性化すること
により細胞増殖作用を発現する（Fig．4）。臨床におい
ても血中インスリン濃度が低値を示すインスリン非
存型糖尿病（IDDM）患者では、骨粗売止を合併する
頻度が高い12）。一方、高インスリン血症を呈すインス
リン非依存型糖尿病（NIDDM）患者では、反応性に
Insulin）　〈　IGF－1
Insulin　l　l　IGF－Ireceptor　一　receptor
インスリン分泌充填傾向にある初期から中期では骨
量の増加を示し、インスリン分泌が枯渇してくる末期
では骨量が減少してくる13一15）ことからも、インスリン
が骨代謝の重要な役割を果たしていると考えられて
いる。しかしながら教室の木村5）はMSG群では生食
群に比し骨量の増加はなく、ZFR群で認められるよ
うな椎間板変性、膨隆は認めず、インスリンに対する
染色性も認めないと報告している。
　このためインスリンは骨化における直接作用より
も、骨化因子存在下での骨化促進因子として間接作用
を有することを推測し、生食群の最大で約5倍のイン
スリン値を示したMSG群を用い、BMPにおける異所
性骨化へ与える影響を比較検討した。
　（3）脊柱靱帯骨化症におけるBMPの関与
　BMPはtransforming　growth　factor一β（TGF一β）
スーパーファミリーに属する蛋白で、細胞外では
Nogginなどの結合蛋白により活性を調節され、　Smad
蛋白質群によって伝達された後、核内に移行し、標的
遺伝子の転写調節を行っている（Fig．5）。　in　vitroでは
間葉系細胞から骨芽細胞への分化、点出。では異所性
に骨組織を誘導できる活性をもつ。
　後縦靭帯骨化症（ossification　of　the　posterior　longitu－
dinal　ligament；以下OPLL）においてもBMPは重要
な役割を占めていると考えられる。患者の靭帯組織で
は骨化組織のみならず、骨化組織に隣接した軟骨細胞
ならびに非骨化靭帯部の紡錘型細胞でのBMP－2／4や
BMPの1型レセプターが強く発現している16）が、正
常人の後縦靭帯組織ではこれらの発現は認めない17）
との報告がなされている。脊柱靭帯骨化モデル動物で
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Fig．4　Signal　transmission　of　insulin　and　IGF－I
　　　Insulin　and　IGF－1　show　similar　metabolic，　anabolic
　　　effects，　and　share　receptors．　The　effects　of　each　agent
　　　on　the　cell　are　similar．
Fig．5　Function　of　BMP　in　differentiation　of　osteoblastoma
　　　BMP　binding　with　BMP　receptor，　the　signal　to　be
　　 conveyed　via　Smad．　Within　the　nucleus，　differentiation
　　　of　osteoblastoma　start　after　BMP　binding　with　Cbfal．
　　　The　bone－growing　function　of　insulin　and　IGF－1　pro－
　　　mote　the　differentiation　of　osteoblastoma．
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あるZFRでもアキレス腱の異所性石灰化において、
BMP－2／4との関連性が同様に指摘されており2）、病的
な異所性骨化にはBMPシグナルの関与が示唆され
る。
　本実験ではZFR同様にレプチン抵抗性高インスリ
ン血症をきたすMSGラットを作製し、これの下肢筋
層問にrhBMP－2を挿入した。結果MSG群では生食群
に比し、軟X線撮影にて石灰化像が早期から出現し、
X線透過性測定でも有意差を確認し、骨密度撮影にて
もBMDの明らかな上昇が確認された。病理組織像に
おけるBMP移植骨誘導では移植後1週で問葉山細胞
集合と一部軟骨細胞出現、2週で軟骨細胞の肥大化と
血管侵入を伴う新生骨の添加、3週での骨組織完成と
骨髄組織の成熟という内記骨性骨化なすが、rhBMPで
は膜性骨化をなす傾向が認められるとの報告がなさ
れている18）。生食群ではこの報告とほぼ一致した標準
的な経過であったが、MSG群、　ZFR群では4日にて
骨芽細胞の出現を認め、2週にてほぼ成熟した骨細胞
ならびに骨梁に近い層状構造を認めた。高インスリン
血症をきたす2群では問葉系細胞・骨芽細胞出現から
骨組織成熟までのすべての経過に要した時間は短期
間であり、BMPの高い反応性が示唆された。教室の古
橋19）もBMPをZFRならびにZucker遺伝性非肥満
型ラット（以下NZFR）に大腿部筋肉内注入を施し、
ZFRではNZFRに比し、①ソフテックスにての早
期の石灰化、②病理組織像にての骨化への進行が速
やかであり、特に軟骨細胞出現までの期間が比較的短
く、BMPの骨化における反応性に違いを指摘してい
る。
　この結果から、インスリンは異所性骨化に対し直接
的作用は有さないが、BMPなどの骨化因子の作用へ
の間接的作用を有し、本実験での異所性骨化に対し増
強効果を示したのではないかと推測された。これは
IGFがその名の示すようにインスリンに類似した構
造をもつ骨形成促進能をもつ成長因子であり、局所で
は骨芽細胞で産生されるautocrine／paracrine　factorと
して分泌された後、骨芽細胞機能を素点させ、軟骨成
長を促し、内軟骨性骨化を促進することに起因すると
考えうる。前述のようにインスリン、IGF－1はそれぞれ
のレセプターの構造が類似しているため、高濃度のイ
ンスリンがIGF－1同様の作用をはたし、骨芽細胞機能
高進が生じ、骨形成促進がなされたと推測された。共
通の基質であるIRS－1、　IRS－2のノックアウトマウス
が骨密度の低下をきたすだけではなく、骨芽細胞増殖
能・分化能が低下している20－22）ことからも、インスリ
ンは骨芽細胞に対し大きな影響を与えうると考えら
れた。BMPの作用機序から異所性骨化を考えた際、
①全身的な過剰発現：fibrodysplasia　ossificans　progres－
siva23）、②局所的な過剰発現：化骨性筋炎、アキレス
山骨化症、類骨骨腫24）など、③応答性充進（全身的／
局所的）が考えられる。インスリンはBMPに対し応
答性二進作用を有し、骨芽細胞機能を二進させ、早期
からの異所性骨化を生じさせていることが推察され
た。
結 論
　ZFR同様にレプチン抵抗性高インスリン血症をき
たすMSGラットを作製し、下肢筋層問にBMP挿入
を施行した。MSG群では生食群に比し、早期より石灰
化像の出現を認めた。病理組織像においても同様に、
MSG群ならびにZFR群では問晶系細胞、骨芽細胞出
現から骨組織成熟までのすべての経過に要した時間
は短期間であった。高濃度のインスリンは、間接的な
骨形成促進作用がある可能性が示唆され、インスリン
感受性を有する軟骨細胞様細胞の出現があれば、イン
スリン／IGF－1シグナルの強力な骨形成促進作用から
異所【生骨化は生じるものと推測される。インスリンが
BMPに対して、どのレベルで作用しているか引き続
き検討し、今後は病理学的免疫染色ならびにin　vitlo
の培養による実験系への移行し、相関関係を更に明ら
かにしていく必要があると考える。
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Ossification－associated　factors　in　impaired　glucose　tolerance
Atsushi　WATANABE，　Takeshi　WATANABE，　Dai　KIMURA
　　　　　　　　　　　　Kousuke　KUBO，　Kengo　YAMAMOTO
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　Zucker　Fatty　rats　（ZFR），　a　spinal　ligament　ossification　model，　show　hyperinsulinemia　due　to　receptor　gene　abnormality
of　leptin，　an　appetite　control　factor．　lnsulin　has　been　suggested　to　be　involved　in　spinal　cord　ligament　ossification．　We
administered　monosodium　glutamate　（MSG）　to　Wistar　newborn　rats，　in　order　to　induce　hyperinsulinemia．　After　rhBMP－2
insertion　into　the　tunica　muscularis，　the　development　of　ectopic　ossification　was　serially　analyzed，　and　changes　in　ossi且cation－
associated　factors　in　the　presence　of　abnormal　glucose　metabolism　were　evaluated．　Three　rat　groups　were　established：　Wistar
newborn　rats　subcutaneously　injected　with　MSG　（MSG　group），　those　injected　with　the　same　amount　of　physiological　saline
（saline　group），　and　a　ZFR　group．　Gelatin　sponge　soaked　with　rhBMP－2　was　inserted　into　the　tunica　muscularis，　and
recovered　after　4　days，　1　week，　2　weeks，　and　4　weeks．　Soft　X－ray　radiography，　bone　densitometry，　histological　evaluation　were
performed．　Soft　X－ray　radiography　and　bone　densitometry　showed　ossification　in　the　ZFR　and　MSG　groups　compared　with
the　saline　group　after　2　weeks．　HE　staining　of　the　recovered　sponge　showed　ossification，　primarily　membranous　ossification，
after　1　week　in　each　group，　but　more　progression　of　ossification　in　the　ZFR　and　MSG　groups　than　in　the　saline　group．　After
insertion　of　rhBMP－2　into　the　tunica　muscularis　of　the　lower　limbs　of　rats，　ossification　occurred　early　in　both　the　MSG　and
ZFR　groups，　and　significant　ossification　was　observed　in　these　groups　compared　with　the　saline　group　after　2　weeks．　Thus，
administration　of　an　ossification　enhancement　factor　in　the　presence　of　abnormal　glucose　tolerance　resulted　in　early　ossification
as　is　observed　in　ZFR，　a　ligament　ossification　model．　This　suggests　that　the　high　insulin　level　is　involved　in　ossification．　ln
the　presence　of　abnormal　glucose　tolerance，　early　ossification　was　observed　after　administration　of　an　ossification　enhancement
factor，　suggesting　the　association　between　increased　insulin　levels　and　ossification．
〈Key　words＞　Zucker　fatty　rat，　Monosodium　glutamate－induced　obese　rat，　Ossification　of　longitudinal　ligament，　Bone
　　　　　　　　　　　　　morphogenetic　protein，　lnsulin
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